
〔山梨大醗酵研 No.14, 1970〕

乳酸菌検出用培地-の有胞子乳酸菌の生育

中 山 大 樹

(昭和45年3月10日受理)

GrowtIICapabilityoftheSpore-BearlngLactic
Acid】iaeteriaintIleLacticAcidBacteria

DetectinglWedium

By OokiNAKAYAMA

Lacticacもdbacteriadetectlngmedium,called "Nakagawamedium",isa

semi-liquidmedium,whichmaybeusedafterboilingforamomentin orderto

killcontaminatedlacticacid,Ibacteriaonly.Because,thismedium isdevisednot

toallow thegrowth ofanymicrobesotherthanthelacticacidbacteria,which

neverproduceheatresistantspores.

Innature,however,theauthorhasdemonstratedawidedistribution ofthe

spore-bearing lacticacid bacteria, which produce heatresistantepdo-spores

assameastheordinarybacilli,andontheotherhand,theyappearaslacticacid

bacteriainthesugaredmedia.Itisofinterestwhethersuchorganismscangrow

intheabovementionedmedium ornot.

Ⅰmthispaper,ninestrainswhich representeachgroup ofthespore-bearing

lacticacidbacteria;BacilluscoagulansHammer,B.laevolacticusNakayamaet

al.,B.racemilacticuSNakayamaetal.and therepresentativesofSporolac-

iobacilluSKitaharaetal.;Weretested.

Vegetativecellsofthetestorganismswereabletopropagate inthemedium

almostassameasthetruelacticacidbacteria,butheated sporesofthetest

orglanismspropagatedhardly.

Eleventesttubeswiththemedium wereinoculatedwithelevenspecimensof

soil,boiJledand incubatedat300Cforseve工aldays,and e唱htbecameturbid.

From eachtube,onestrainofB.coagulanswasisolated. One strainofthem

wasidentifiedwithaflagellalackingvariety.

緒 言

醸造原料,醸造物等の中に混在する乳酸菌には,さまざまな功罪があるので, 晶質管理

上,その実態を把握しておくことが望ましいが, 他の菌が多量に共存するところから乳酸

菌だけを分離検出することは容易でない｡ 乳酸菌簡易検出用培地は,この目的のために,
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朝日麦酒株式会社中央研究所の中川浮博士によって考案された半液状培地であって, 有胞

子細菌は生育できないので煮沸滅菌して使えはよく, オートクレーヴは必要ないとされて

いる1)｡

一方,筆者らの研究により, 土壌,費類等には有胞子乳酸菌が存在していることが明ら

かにされている｡ 有胞子乳酸菌は,有胞子細菌であって,しかも乳酸菌としての面を持っ

ているので,この種の菌が中川培地に対してどのような挙動をとるかは微妙な問題となる｡

例えは,作業員の手などを通じて,中川培地を調製する途中で, 有胞子乳酸菌によって汚

染されたような場合,その胞子は煮沸に耐えるOもしこれが,後で繁殖するようであると,

煮沸後に加えた試料から来た乳酸菌であるか否か,わからなくなってしまう｡

そこで,この点を検討するよう,中川博士から依頼されたが, この問題は,有胞子乳酸

菌は,どの程度に乳酸菌的であるか,という観点からも興味深いので, 若干の実験をおこ

なった｡

供 試 料

1.供 試 菌 株

有胞子乳酸菌は,生産する乳酸の旋光性, カタラ-ゼの有無, Sporangiumの形なとに

よって区別されるので,保存菌の中から代表的な9株を選び, これに,工業的に製造,販

売されている乾燥胞子末ラクリスおよび, 対照として無胞子乳酸菌 Pediococcuspe7LtO-

saceusS-122)を用いた｡以上の菌株の概要を TAl3LE Iに示す｡

T ABLE i

BacterialStrainsrested

Strain Catalase Lacticacld Remarks

p-22 Bactlluscoagulansa) 4)

M-5 B.racemilacticus5)

M-7 B.laevolacticus5)

M-105B.myxolactis6)

M-33 Sporolactobacillussp.5)
M160 ,i/
M186 ,i/

M-45 〃
M-20 〃

S-12 Pediococcuspenlosaceus ア

+

+

+

+

L

一

一

E

i

J一.し

L(+)
DL

D(-)

〃 Clostridialike

DL

〃 Aerobic

DL+D(-)

D(-) Sporessmall

〃 Sporeslarge

DL Ascontrol

*Pseudo-catalasepositive

2. 培 地

基礎培地

酵母エキス (エビオス薬品工業株式会社製ミTスTP2G)0.50/0,ポリペプトン0.5%,
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SaltAO.5%,SaltBO.5%,SaltCO.1%

但し SaltA : KH2PO｡.K2HPO4各々 5%,

SaltB: M留SO4･7H203%,NaCl,MnSO4･4H20各々0.1%,CuSO｡･
5H20,CoC12･6H20,3(NH4)20･7MoO3･4H20,ZnSO4･7H2

0,Na2B407各々 0.01%

SaltC : FeSO4･7H20 1%,Na3-Citrate2.7%

ブドウ糖寒天 : 基礎培地に酢酸ナトリウム0.2%,ブドウ糖0.8%,沈降炭酸カルシウム

0･4%,寒天1.8%を加え,斜面に固める｡葡胞子および無胞子乳酸菌の栄養細胞を得

るためおよび生菌数測定のための平板培養用に用いる｡

胞子用寒天 : 基礎培地にブドウ糖 0.2%,寒天 1.8%を加え,斜面に固める｡B.coa-

gulansP-22の胞子形成に用いる｡

撒粉寒天 : 基礎培地に酢酸ナ トリウム0.2%, ブドウ糖0.10/0,可溶性澱粉0.8%,沈降

炭酸ナトリウム0.4%,寒天1.8%を加え,斜面に固める｡B.coagula715以外の有胞子

乳酸菌の胞子形成用に使 う｡

対照培地 : 基礎培地に酢酸ナ トリウム0.2%,ブドウ糖0.8%,寒天0.1%を加える｡ 中

川培地に対する対照として用いる｡

以上いずれもpHは7.0,栽菌条件は 1150C15分とする｡

中川培地 : 粉末状の混合物で, このもの4gに熱湯 100mlを加えて溶解分注し,数秒

間煮沸して滅菌する｡オー十クレーヴはかけない｡半液状培地なので,試験管に5ml

分注,直立させたまま用いる｡調製後の培地 11中の成分は次のとおりとされている｡

(単位は g)

酵母エキス5,ペプ1-ン5,グ/レコーズ11.2,マルトーズ5,酢酸ナ トリウム8,

クエン酸2.2,燐酸第 1カリウム0.2,塩化カリウム,塩化カルシウム,硫酸マグネ

シウム各0.1,塩化第 1鉄0.001, 7iコルビン酸2, Tween800.05,DL-メバ

ロン酸0.005, 7クチジオン0.Q5, レサズリン･ナ トリウム塩0.003,寒天0.7.

pH5.2｡

実 験 方 法

1. 栄養細胞の生育試験

ブドウ糖寒天斜面に植え継いで30oCで培養して得られた供試菌の若い細胞を生理的食

塩水にi爆濁し,約2×105/mlおよび 1×103/nLlの爆濁液を作り,種とするo 一方,中川

培地を調製,煮沸,冷却しておき,これに種を0･1mlずつ接種し,ミキサーで混合して,

30oCで培養し, 肉眼で混濁が認められるようになる迄の日数をしらべる｡ 対照培地につ

いても同じことをおこない,種は平板培蕃により,生菌数を確認しておく｡

2. 胞子の発芽生育試験

p-22は胞子用寒天斜面に接種して 50oCに3日,他の有胞子乳酸菌は澱粉寒天斜面に

接撞して 30oCに7日培華して胞子を形成させて, 胞子の2×105/Hllおよび 1×103/ml

の懸濁液を作 り,これを煮沸前の中川培地および対照培地に 0.1mlずつ接種し, 数秒間
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煮沸した後,30oCで培養し,混濁が認められる迄に要する日数をしらべる｡ 胞子懸濁液

は煮沸後平板培養して生存胞子数を確認する｡

3. 土壌接種試験

有胞子乳酸菌は, 植物の根のまわりの土壌中に多く存在することが知られているので,

未煮沸の中川培地を分注した試験管12本に, 山梨大学周辺の山林の草のまわ りの土を米粒

大ずつ接種し,煮沸後 30oCで培養し,14日以内に混濁を生じたものは乳酸菌分離の常法

に従い,沈降炭酸カルシウム入 りブドウ糖寒天を用いて平板培養して, 炭酸カ/レシウムを

溶解するコロニーを分離した｡

一方,同種の試料を対照培地にも接種して煮沸し, こちらは枯草菌等の発育を抑制する

ためにデシケーターに入れて水素雰節気中で30oCで培養し,混濁を生じたものについて

は同様な方法で菌を分離した｡

分離菌は主要な歯学的性質をしらべて固定した｡

実 験 結 果

1. 栄養細胞の生育試験

実験結果を TABLE Iに示す｡

即ち,対照培地には, すべての菌が2日以内に生育し,PediococcuSは中川培地にも2

日以内に生育する｡有胞子乳酸菌は中川培地に2日以内には生育しないが, 14日以内に,

すべて生育するoBacilluscoagulanS,B.racemilacticusおよびB.myxolactiSの生育が

おそいが,他の菌はカタラーゼの有無に拘らず,3-5日で生育する｡ これらの点から,

有胞子乳酸菌の栄養細胞の中川培地内での挙動は,乳酸菌なみであると言えよう｡

TABLE I

DaySNeededfortheGrowthZnitiatio71inNakagawaMedium

(VegeiativeCells)

strains Cellcounts Nakagawa Control cellcounts Nakagawa Control
medium medium medium medium
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2.胞子の発芽生育試験
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実験結果を TABLE Ⅲに示す｡

対照培地には,いずれも2日以内に生育したが,中川培地への生育はおそく,特に 102/

5ml台の接種では供試料の約半数が 14日培養後にも生育しなかったo 機作は不明である

那,有胞子乳酸菌の胞子は,中川培地に対して, 乳酸菌よりも,むしろ一般有胞子細菌に

近い挙動を示すものと言えよう｡

TABLE Ⅱ

DaySNeededfortheGrowthInitiationinNakagawaMedium

(HeatedSpores)

strains Sporecounts NA悪 ua:a SoeS;ruoi sporecounts Nakagawa Controlmedium medium

p-22 2.4×104

Lacris* 1.8

M-5 1.2

M-7 2.3

M-105 1.9

M-33 1.6
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*Driedsporepreparationinsale.

3. 土壌接種試験

土壌試料を中川培地および対照培地に接塵して煮沸した後培棄し, 混濁を生じたものか

ら菌を分離した結果を TABLE Ⅳ に示す.

中川培地,対照培地,いずれを用いた場合も, 無作為に採集した12種の試料の内8種か

ら有胞子乳酸菌が繁殖し,純粋分離された｡

中川培地に生育して来たものは, 8株ともブドウ糖培地のpHを4台に下げ,無糖培地

にも生育し,55oCでも30oCでも増殖し, L (+)の乳酸を作るグラム染色陽性,胞子

が端在する樺菌であることから,B.Coagulansと同定された｡

No.12の試料から得られたものの他は, すべて胞子寒天斜面凝結水中12時間培養の若

い菌体は顕微鏡下に運動性を示し, 戸田法で染色すると周毛が認められ, また softagar

法で培養すると,穿刺孔のまわりにひろがって生育するが, No.12の試料から得られた

株は, これらの試験結果がすべて陰性なので, B.Coagulansの鞭毛欠除変種と考えられ

る｡

筆者が分離保存している約300枚のB.Coagulansは,すべて周宅性のものであり,鞭毛

欠除株は極めて珍しいものである｡ また,B.Coagulansが胞子形成能,カタラ.-ゼおよ

び鞭毛を失えば Lactobacillusと区別できないもの㌢こなるので 7)8), 鞭毛欠除株はこの観
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TABLE Ⅳ

spore-BearingLacticAcidBacteriaIsolatedfrom SoilSpecinwns

No.of ByNakagawamedium
Bycontrolmedium

speci-ens Min,iH-u- Etr冒Totb Yccitic Dian-mi: Min,iHmum StrgTotb 慧 c gDi.as-is*
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点からも興味深いものであるO
対照培地に生育して来たものは,
6株はB
.coagu
la775と同定され,2
株はブドウ糖培

地のpHを4台またはそれ以下に下げ,
無糖培地に生育せず,
30oCでは増殖するが55

ocでは全く増殖せず,
D(-)の乳酸を作るグラム
染色陽性
,
胞子が端在する稗菌である

ことからB.
laevolacticusと同定されたOこ
れら8株は
,
すべて周毛を持ち,
運動性を示

した｡
また
,
これらに胞子を形成させ,
中川培地に1白金耳ずつ接種して数秒間煮沸し,

培養したところ
,
12日以内に混濁を生じた｡

考察

有胞子乳酸菌の胞子が104/Pml台,
中川培地に混在していても,
煮沸
,
培餐した場合
,
約1週間以上培養しないと混濁を生じない｡
胞子数が減少すれば,この
期問は更に長くな

る
｡一
方
,
植物が生育している土壌中には,
極めてふつうに有胞子乳酸菌が存在してい

る
｡
従って中川培地調製は,
なるべく土壌等で汚染されないよう注意しておこなうのがよ

く
,
また汚染された可能性がある場合は,
培養日数を約1週間以内に限定する方が無難で

あろう
｡
有胞子乳酸菌の加熱胞子が中川培地を混濁させにくいのは,
発芽したばかりの極めて若

い細胞が,
通常の栄養細胞と少し異る性質を示すためかと思われる｡

栄養細胞は中川培地中で,通常の乳
酸菌と略々変わらない生育を示すので,
中川培地を

調製加熱後に添加した試料中に有胞子乳酸菌が存在した場合は,
乳酸革として検出される

さとになる9



乳酸菌検出用培地への有胞子乳酸菌の生育 49

要 約

乳酸菌のみが選択的に生育するとされている 乳酸菌簡易検出用中川培地に有胞子乳酸菌

が生育するか否かをしらべたところ, 各群を代表する9株の有胞子乳酸菌の栄糞細胞は,

いずれも中川培地に生育した｡

有胞子乳酸菌の胞子を中川培地に接種し,加熱して栄養細胞を殺して培饗すると,14日

培蓑しても生育しないものが多く,生育するものも,102/5mlの接種の場合生育がはじま

るのに8日以上を要した｡

12点の土壌を中川培地に接種し,煮沸後培養したところ,8点は混濁を生じ, これら,

すべてから有胞子乳酸菌 BacilluscoagulanSが分離された｡ その内1株は,鞭毛を欠除

した変種であった｡

終に臨み,中川培地の見本を提供してくださったエビオス薬品工業株式会社の松井敬一氏,朝日

麦酒株式会社中央研究所の中川浮博士,実験の一部を担当された永田妙子按に深謝する｡

尚,この報告の要旨は昭和44年度日本戯芸化学会関東支部大会 (於･東京農業大学)にて講演し

た｡
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